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論文内容の要旨
顆粒層細胞はホルモン分泌や卵子の成長および成熟を
制御する雌の生殖周期の確立に重要な役割を担う細胞で
あり，卵胞の発育に伴いその数を爆発的に増加させる。
また顆粒層細胞は卵胞基底膜の内側に存在しており，排
卵直前になるまで，卵胞内への血管網の侵入が生じない
ため顆粒層細胞を取り巻く環境は低酸素環境であると考
えられている。このような環境下で顆粒層細胞の代謝や
増殖がどのように変化するのかを以下の 3点に分けて検
討した。1）異なる卵胞ステージにおける網羅的遺伝子
発現解析 2）低酸素環境が顆粒層細胞の解糖やミトコ
ンドリア代謝および細胞増殖シグナリングに与える影響
について解析する事によって，卵胞の発育に伴う顆粒層
細胞の遺伝子発現の変化や低酸素環境が顆粒層細胞の代
謝能や増殖能に与える影響について明らかにし，3）
SIRT1が低酸素環境下の顆粒層細胞の代謝能および増
殖能に与える影響について検討をおこなった。
1）卵胞ステージがブタ顆粒層細胞の遺伝子発現に与え
る影響
まず卵胞のステージの進展に伴い顆粒層細胞内でどの
ような因子が働くのかを初期胞状卵胞（EAF，0.5-0.7
mm），小卵胞（SAF，1-3mm）および大卵胞（LAF，
3-5mm）に分けて顆粒層細胞を採取し，それぞれ次世
代シーケンサーを用いて検討した。遺伝子発現は Inge-
nuity Pathway Analysis（IPA）により解析し，IPAに
実装された Upstream Regulator機能を用いて卵胞の発
育に従いどのような因子が上流因子として働くかを予測
した。また有意に発現が増加した遺伝子の中から解糖お
よび酸化的リン酸化（OXPHOS）に関与する遺伝子群
を抽出し発現比率を比較した。EAF-SAFでは 5種類の
因子が上流因子として予測され，SP1，TP53，NR3C1
がそれぞれ抑制され，HIF1aおよび STAT3は活性化し
た。また SAF-LAF にかけては 6種類の因子が予測さ
れ，すべての因子 1（SP1，CTNNB1，TP53，SP3，JUN
および HIF1a）が抑制された。EAF-SAF間では卵胞ス
テージの進展に伴い，解糖に関わる遺伝子群は有意に増
加した。またこの傾向は SAF-LAF間でも同様に観察さ
れた。一方，OXPHOS 関連遺伝子群の発現は EAF-
SAF間で卵胞ステージの進展に伴い，有意に増加した。
しかしながら SAF-LAF間ではその差は消失した。また
同様に HIF1関連遺伝子群においてはその発現が増加す
る傾向が観察された（p＝0.075）。HIF1は卵胞発育に
重要な血管新生や解糖に関与する遺伝子を制御する転写
因子であることから次章においては HIF1を中心とした
転写制御が顆粒層細胞の代謝や増殖にどのような影響を
与えるかを検討した。
2）低酸素環境が顆粒層細胞の代謝と増殖に及ぼす影響
ウシ卵巣より小卵胞を選抜し顆粒層細胞を採取後，低
酸素（5%酸素濃度）および高酸素（21%酸素濃度）に
分け 24時間培養し，顆粒層細胞の代謝や増殖にどのよ
うな影響を及ぼすかを検討した。網羅的遺伝子発現解析
を用いてどのような因子の発現が両酸素環境下で増加し
ているのかを解析したところ，低酸素応答に関与する因
子（HIF1a，HIF2aおよび HIF1b）が上流因子として
予測され，HIF1により転写制御を受ける遺伝子の発現
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割合を両酸素区で比較したところ，低酸素区において有
意に高い値となった。また HIF1 の制御因子である
HIF1aの発現ならびに下流因子の VEGFの発現をウェ
スタンブロッティングにより解析したところ，低酸素環
境下において有意に高い値となった。また解糖，電子伝
達系，TCA回路を構成する因子の発現比を両酸素区で
比較したところ，TCA回路に関与する遺伝子群には有
意差が見られなかったものの，解糖に関与する遺伝子群
は低酸素区で有意に高くなり，電子伝達系に関与する遺
伝子群の発現割合は高酸素区で有意に高くなった。また
解糖の指標として解糖の律速酵素である Phospho fruc-
tokinase活性ならびにグルコース消費量を計測したと
ころ低酸素区で有意に高い値となった。一方でミトコン
ドリアにける酸化的リン酸化の指標として膜電位活性，
ATP 量，Mitochondrial mass，リン酸化 Acetyl Co-A
Carboxylase量およびミトコンドリア DNAコピー数を
計測したところ，高酸素区において全ての検討項目が増
加した。また増殖活性および細胞増殖に重要な AKT-
mTORC1パスウェイに関与する因子をウェスタンブ
ロッティングにて検討したところ低酸素区において
AKT，mTORおよび S6RPのリン酸化量が増加し，増
殖活性が促進された。また低酸素区において発現が増加
した VEGFに対する中和抗体を用いて VEGFの働きを
抑制したところ，低酸素環境下においても増殖活性およ
び AKT-mTORC1のリン酸化レベルが低下した。以上
のことから低酸素環境は顆粒層細胞のミトコンドリアに
おける酸化的リン酸化を抑制し，解糖活性を促進させ，
細胞増殖を促進させることがわかった。
3）SIRT1が低酸素環境における顆粒層細胞の代謝と増
殖に与える影響
細胞の増殖と代謝を共通してコントロールする因子と
して SIRT1が挙げられる。SIRT1は NAD+依存型の
脱アセチル化酵素であり，ミトコンドリアの新生や b
酸化を調整し，mTORC1を抑制することが知られてい
る。そこで SIRT1の発現量をウェスタンブロッティン
グにて解析した所，低酸素環境下において有意に低下し
ていた。また SIRT1と共役してミトコンドリアの新生
を促す転写コアクチベータである PGC1aの発現および
転写因子である NRF2の発現量を免疫染色にて比較し
たところ，PGC1aおよび NRF2の発現は低酸素区で低
下していた。また NRF2の下流因子である Cytochrome
C oxidase関連遺伝子の発現が低酸素区で有意に低下し
ていた。低酸素環境下における SIRT1の働きを検証す
るために，Resveratrol を用いて SIRT1を活性化させ
たところ，ミトコンドリア DNA の複製に関与する
TFAMの発現量が有意に増加し，ミトコンドリア DNA
コピー数および ATP 量が増加した。また mTOR のリ
ン酸化レベルおよび増殖活性が有意に低下した。これら
の事から低酸素環境における SIRT1の発現レベルの低
下は顆粒層細胞のミトコンドリアや細胞増殖の調節に影
響を及ぼしているものと考えられる。
4）総 括
本研究では卵胞ステージの成長に伴い活性化する上流
因子の同定を目的に，顆粒層細胞を対象とした網羅的遺
伝子解析を行った。その結果 EAFから SAFへと成長
する過程において HIF1が上流因子として予測され，卵
胞の発育に伴い解糖系遺伝子の発現が活性化することを
見出した。この結果を受け，低酸素環境下で顆粒層細胞
を培養し，代謝や増殖がどのように変化するのかを検討
した。低酸素環境下では HIF1 により制御を受ける
VEGFや解糖関連遺伝子を含む下流因子の発現が増加
し，HIF1の制御因子である HIF1aおよび VEGFのタ
ンパク発現量が増加した。また解糖に関与する遺伝子群
の発現割合は低酸素環境下で増加する一方で，電子伝達
系に関与する遺伝子群の発現割合は低下した。この結果
を裏付けるように解糖能の亢進およびミトコンドリアで
の代謝能の低下が観察された。また細胞増殖能は低酸素
環境下で AKT-mTORC1シグナリングの活性化を伴い
増加した。この時 HIF1の下流因子である VEGFが低
酸素環境下における細胞増殖を制御することがわかっ
た。一方で代謝と増殖能を共通して制御する SIRT1に
着目し，低酸素環境下における SIRT1の働きが顆粒層
細胞の代謝と増殖にどのような影響を及ぼすかを検討し
た。SIRT1の発現量は低酸素環境下で低下しており，
SIRT1と共役する因子でありミトコンドリアの新生に
関与する PGC1a や NRF2の発現量も同様に低下して
いた。これらの結果を受け，低酸素環境下で Resvera-
trolを用いて SIRT1を活性化させたところミトコンド
リアの活性が増加し，リン酸化 mTORの抑制を伴い増
殖能が低下した。これらの結果から低酸素環境下では解
糖能の亢進とミトコンドリアでの代謝能の低下が引き起
こされ，低酸素環境下における HIF1の活性化が VEGF
を介した顆粒層細胞の増殖に必須である事が示唆され
た。また低酸素環境下における SIRT1の低下が顆粒層
細胞の代謝能の変化および細胞増殖に影響を及ぼす可能
性が示唆された。
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審査報告概要
顆粒層細胞は雌の生殖周期の確立に重要な役割を担う
細胞であり，卵胞の発育に伴い低酸素環境でその数を増
加させる。本研究ではまず網羅的遺伝子解析を用いて，
異なる発育ステージの卵胞より顆粒層細胞を採取し，卵
胞の成長に変動する上流因子を検討した。結果として低
酸素応答性の転写因子である HIF1が上流因子として予
測され，解糖系遺伝子の発現量が卵胞の成長に伴い増加
した。また，低酸素環境下による解糖能の増加，ミトコ
ンドリア代謝能の低下，VEGF-AKT-mTORC1経路の
活性化を伴う増殖能が亢進することを明らかにした。さ
らに，低酸素環境における HIF1の活性化と SIRT1の
低下が顆粒層細胞の代謝と増殖の制御に重要である可能
性を示した。これらの研究成果等を詳細に検討した結
果，審査員一同は博士（畜産学）の学位を授与する価値
があると判断した。
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